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略語表 
APCI Atmospheric pressure chemical ionization 
AUC Area under the concentration-time curve 
BE Bioequivalence 
CHO Chinese hamster ovary 
CI Confidence interval 
CID Collision induced dissociation 
CL/F Oral clearance 
Cmax Maximum drug concentration 
COX Cyclooxygenase 
CV Coefficient of variation 
2D-LC/MS/MS  Two-dimensional LC/MS/MS 
E2-M 13, 14-Dihydro-15-keto PGE2 
EIA Enzyme immunoassay 
ESI Electrospray ionization 
F2α-M 13, 14-Dihydro-15-keto PGF2α 
GC/MS/MS Gas chromatography tandem mass spectrometry 
GMR Geometric mean ratio 
HPLC High performance liquid chromatography 
IS Internal standard 
LC/MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
LLOQ Lower limit of quantification 
15-PGDH 15-Prostaglandin dehydrogenase 
PTP Press through package 
QC Quality control 
RE Relative error 
RIA Radio immunoassay 
SD Standard deviation 
S/N Signal/noise 
SPE Solid phase extraction 
SRM Selected reaction monitoring 
t1/2 Elimination half-life 
tmax Time to maximum concentration 
Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
 
  III 
目次 
 
第 1 章 緒言  1 
第 2 章 2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中リマプロストの超高感度定量法の開発 
第 1 節 序論  7 
第 2 節 方法  8 
第 3 節 結果  14 
第 4 節 考察  27 
第 3 章 健康成人男性におけるリマプロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験 
第 1 節 序論  29 
第 2 節 方法  29 
第 3 節 結果  31 
第 4 節 考察  33 
第 4 章 耐湿性を向上させたリマプロスト アルファデクス錠の新製剤と標準製剤の生物学
的同等性試験 
第 1 節 序論  35 
第 2 節 方法  35 
第 3 節 結果  42 
第 4 節 考察  48 
第 5 章 2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中 PGE2，PGF2αおよびその代謝物の定量法の開発 
第 1 節 序論  49 
第 2 節 方法  50 
第 3 節 結果  55 
第 4 節 考察  71 
 
  IV 
第 6 章 健康成人女性におけるジノプロストン ベータデクス錠の臨床薬物動態試験 
第 1 節 序論  74 
第 2 節 方法  74 
第 3 節 結果  80 
第 4 節 考察  86 
第 7 章 総括   89 
謝辞  91 
引用文献  92 
 
  1 






































PGs はその強力な生理活性から 1970 年代より薬剤としても利用されている（Table 1）。内因
性物質である天然のプロスタグランジンが薬剤になった例として、慢性動脈閉塞症治療薬とし








Table 1  Prostaglandins and prostaglandin derivatives approved as a medicine 
一般名 属性 主な投与経路 主な適用疾患 
アルプロスタジル PGE1 静脈内 慢性動脈閉塞症・高血圧 
ジノプロストン PGE2 経口・局所 陣痛誘発・陣痛促進 
ジノプロスト PGF2α 静脈内 陣痛誘発・陣痛促進・腸管蠕動亢進 
リマプロスト PGE1誘導体 経口 腰部脊柱管狭窄症に伴う自覚症状 
ゲメプロスト PGE1誘導体 経膣 治療的流産 
カルボプロスト PGF2α誘導体 筋肉内 治療的流産 
ミソプロストール PGE1誘導体 経口 胃潰瘍及び十二指腸潰瘍 
オルノプロスチル PGE1誘導体 経口 胃潰瘍 
エンプロスチル PGE2誘導体 経口 胃潰瘍 
ウノプロストン PGF2α誘導体 点眼 緑内障、高眼圧症 
ラタノプロスト PGF2α誘導体 点眼 緑内障、高眼圧症 
ベラプロスト PGI2誘導体 経口 肺動脈性肺高血圧症 













えばリマプロストの 1 回あたりの臨床用量はわずか 5μg（後天性の腰部脊柱管狭窄症）または
10μg（閉塞性血栓血管炎）であり、臨床用量での血漿中濃度は 1 pg/mL を下回る可能性が考え
られた。また、PGE2の臨床用量は 500μg とリマプロストの 50～100 倍高いが、天然プロスタ
グランジンが生体内で極めて不安定であることを考慮すると、やはりリマプロストと同程度の
血漿中濃度しか示さないと推察された。ジノプロストン ベータデクス錠およびリマプロスト 




















および EIA は本研究では不適切であると判断した。Gas chromatography-tandem mass spectrometry
（GC/MS/MS）は RIA および EIA よりも感度および特異性が優れており、プロスタグランジン





Liquid chromatography-tandem mass spectrometry （LC/MS/MS）による薬物の定量分析は、
electrospray 法（ESI）および atmospheric pressure chemical ionization 法（APCI）といった大気圧
イオン化技術の進歩とともに、現在では high performance liquid chromatography（HPLC）に代わ
って薬物動態試験の定量分析手法の主役となっており 23,24)、プロスタグランジンの定量にも用
いられている 25-28)。LC/MS/MS は高い感度と特異性を有することが特徴であり、GC/MS/MS と
は異なり誘導体化が不要であることも LC/MS/MS の利点の一つとなっている。また、上述のよ
うに、近年の LC/MS/MS は装置自身の高感度化が進んでおり、このことも薬物の高感度測定に
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LC/MS/MS が占める割合が増大している要因の一つとなっている。以上のような背景のもと、















物の影響を軽減するような特異性の高い LC システムの構築が必要であると考えられた。 












ると考え、本研究では 2D-LC/MS/MS を採用することとした。 
そこで本研究では 2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中 PGE2 およびリマプロストの高感度定量法を
開発し、それぞれの臨床薬物動態研究に応用することとした。まず第 2 章では PGE1誘導体である
リマプロストについて 2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中濃度の高感度定量法の開発を行い、その方
法についてバリデーションを実施した。第 3 章では、健康成人男性におけるリマプロスト アルフ




ストの定量法を応用し、2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中 PGE2 の定量法を開発した。同時に、PGE2
の代謝物として血漿中に検出される可能性が考えられた PGF2α、13, 14-dihydro-15-keto PGE2 
（E2-M）および 13, 14-dihydro-15-keto PGF2α (F2α-M) についても測定対象物質として定量法を開発
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第 2章 2D-LC/MS/MSによるヒト血漿中リマプロストの超高感度定量法の開発 








本剤の臨床用量は、後天性腰部脊柱管狭窄症を適応とする場合には 1 回 5μg 、閉塞性血栓血





















法ならびに合否の判定基準方法は 2001 年に FDA が発行したガイダンス「Guidance for Iindustry,  
Bioanalytical Method Validation (2001)」41)に準拠することが一般的になっており、本章でもこの
ガイダンスに従ってバリデーション試験を実施した。 
 







は 10.0、20.0、50.0、100、200、500、800 および 1000 pg/mL、IS については 1000 pg/mL の濃度
の溶液を調製した。前処理時に使用した PGE1 は Cayman Chemical より、エタノール、メタノ
ール、アセトニトリル、酢酸エチル、ヘキサン（以上全て HPLC 用）および 1 mol/L 塩酸はキ
シダ化学よりそれぞれ購入した。酢酸カリウム（特級）および 1 N 水酸化ナトリウムは片山化
学より購入した。酢酸、酢酸アンモニウム（以上特級）および HPLC 用水はシグマ･アルドリ
ッチから購入し、一部の LC 移動相に用いたアセトニトリル（LC/MS 用）は関東化学から入手
した。血漿の前処理には solid phase extraction（SPE）カラムとして、Bond Elut C18（3 CC、500 
mg、Varian）、Bond Elut DEA（3 CC、500 mg、Varian）および OASIS HLB（1 CC、30 mg、Waters）
を用いた。 





約 1500g（3000 rpm）で 10 分間遠心分離して血漿を得た。得られた血漿は使用するまで-20℃で
保存した。 
 










DD D  
Fig. 2 Chemical structure of limaprost and d4-limaprost (IS). 
 
2-2-2 機器 
2D-LC/MS/MS の LC 部分には、HP1100 バイナリポンプ (Agilent)、Nano Space SI-1 アイソク
ラティックポンプ（Shiseido）および MP710 キャピラリポンプ（GL Sciences）の 3 種のポンプ
を使用した。なお、予備的に検討した一般的な 1D-LC/MS/MS では HP1100 バイナリポンプの
み使用した。その他、HP1100 カラムオーブン、HP1100 オートサンプラー（いずれも Agilent）
およびスイッチングバルブ（Valco）を使用した。MS/MS 装置は Sciex API4000 （Applied 
Biosystems）を用いた。イオン源には TurboIonSpray interface を用い、negative ion mode で分析
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2-2-3 血漿の前処理方法 
本章で開発したヒト血漿の前処理方法を以下に示し、スキームを Fig. 3 に示した。 
まず、ガラス試験管に 30μL の IS 溶液を採取した後、ヒト血漿を 3 mL 添加し、さらにリマプ
ロストのガラス試験管への吸着を抑制する目的で 100 ng/mL の PGE1溶液（エタノール溶液）
を 100μL 添加した。このガラス試験管をボルテックスで攪拌しながら少しずつ 1 mL のアセト
ニトリルを添加し、さらに 5 mL のアセトニトリルを加えて攪拌し、血漿蛋白を沈澱させた。
これを 3000 rpm（約 1500g）で 10 分間遠心し、上清を別の試験管にデカンテーションで移した。
残渣を 2 mL のアセトニトリルで洗浄し、この洗浄液を先程の上清と併せて、遠心エバポレー
タで約 2 mL まで濃縮した後、水／酢酸混液（99：1）1 mL を添加した。次に、予め 2.5 mL の
酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った逆相 SPE
カラム Bond Elut C18にこの濃縮液を負荷した後、5 mLの水および水／メタノール混液（3：2）、
更に 4 mL のヘキサンでカラムを洗浄した。カラムからの溶出は 4 mL の酢酸エチルで行い、こ
の溶出液を約 2 mL まで濃縮した後、2.5 mL の 1 mol/L 塩酸、水、メタノール／0.5 mol/L 酢酸
カリウム pH10 混液（3：2）および酢酸エチルでコンディショニングをした弱陰イオン交換カ
ラムの Bond Elut DEA に負荷した。カラムを 2.5 mL の酢酸エチルおよび 2.5 mL の水／酢酸混
液（99：1）で洗浄した後、4 mL の（水／酢酸混液（99：1））／メタノール混液（3：2）で溶
出した。溶出液を遠心エバポレータで約 1 mL まで濃縮し、予め 1 mL の酢酸エチル、メタノー
ルおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った逆相カラムの OASIS HLB に負
荷した。カラムを 1 mL の水／酢酸混液（99：1）で洗浄した後、3 mL の酢酸エチルで溶出し、
遠心エバポレータで溶出液を乾固した。残渣を 110μL の 5 mmol/L 酢酸アンモニウム、pH4.5
／アセトニトリル混液（7：3）で再溶解し、オートサンプラー用バイアルに移した後、その 100
μL を LC/MS/MS に注入した。 

























Fig. 3 Scheme of sample preparation for the determination of limaprost in human 




























・1 mol/L塩酸 2.5 mL
・水 2.5mL
・メタノール／ 0.5 mol/L酢酸カリ





















・5 mmol/L 酢酸アンモニウム, pH 4.5／
アセトニトリル混液(7:3) 110μL







 ヒト 6 個体（男女各 3 個体）のブランク血漿、および対照試料として各ブランク血漿に LLOQ






10.0 pg/mL の検量線用試料を調製し、これらを 2D-LC/MS/MS で測定した(n=3)。リマプロスト
の濃度（x）とピーク面積比（y：リマプロストのピーク面積/IS のピーク面積）から線形最小二
乗法により直線回帰して回帰式を求めた。この回帰式を用いて、各検量線用試料の back-calculate
値を求め、このときの真度（relative error（RE）として算出）が 2/3 のポイント数以上で±15.0％
以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以内）であり、かつ、相関係数が 0.99 以上であ
った場合、検量線の直線性ありと判定した。 
真度：RE（％）=（Back calculate 値－理論値）／理論値×100 
日内再現性 
ブランクヒト血漿にリマプロストを添加し、0.100、0.200、1.00 および 8.00 pg/mL（各 n=5）
の再現性確認用試料を調製し、これら試料中リマプロスト濃度を定量した。この操作を 3 日間
実施し、得られた定量値の真度および精度を下式に従って算出した。3日間ともにREが±15.0％
以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以下）かつ coefficient of variation（CV）が 15.0％
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現性を評価した。RE が±15.0％以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以内）かつ CV
が 15.0％以下（LLOQ である 0.100 pg/mL では 20.0％以下）であったとき、日間再現性がある
と判定した。 
定量範囲 
 特異性、検量線、日内および日間再現性の結果より定量範囲および定量下限を設定した。  
前処理操作における回収率の算出 










 リマプロストを 20.0 pg/mL となるようにヒト血漿に添加し、これをブランクヒト血漿で 10









の安定性も検討した。いずれも 2 濃度で実施し、保管後の各試料中リマプロスト濃度（n=3 の
平均値）の理論値に対する RE が±15.0％以内であるとき、安定であると判定した。 
また、リマプロストおよび IS 標準液（いずれもエタノール溶液）を-20℃あるいは室温で保
存したときの安定性を確認した。リマプロスト標準液については 10.0 および 1000 pg/mL の 2
濃度、IS 溶液については 1000 pg/mL で検討を行った。この時、保管後のリマプロストおよび
IS 濃度（n=3 の平均値）の理論値に対する RE が±15.0％以内であるとき、安定であると判定
した。 
 
第 3節 結果 
2-3-1  SRM条件の最適化 
まず、リマプロストおよび IS の標準品を用い、LC/MS/MS 測定における SRM 条件の検討を
行った。リマプロストおよび IS を ESI 負モードで分析したとき、いずれも脱プロトン化したイ
オンがベースピークとして検出されたことから（リマプロスト：m/z 379、IS：m/z 383）、次に
それぞれのベースピークをプレカーサーイオンに設定し、MS/MS スペクトルを測定した（Fig. 
4）。リマプロストおよび IS ともに 2 分子の脱水により結果生じたイオンがベースピークとして
認められ、その他、脱水ピーク以外としては、リマプロストでは m/z 233 および m/z 299、IS で




も強い強度を示した m/z 233 を SRM のモニターイオンとして選択することとした。また、IS
についても同様に m/z 233 をモニターイオンに選択した。なお、その他の質量分析計の各パラ
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メータの設定値には、リマプロストおよび IS 標準液をインフュージョンあるいはフローインジ
ェクションすることにより得られた最適値を選択した。主なパラメータの設定値を示す。Probe 
temperature, 500℃; ionization voltage, -4500 V; declustering voltage, -70V; collision energy, -16 
eV（リマプロスト）, -18 eV（IS）; scan time, 1500 msec（リマプロスト）, 200 msec（IS）; collision 










Fig. 4 Negative ESI MS/MS spectra for limaprost and d4-limaprost (IS). 
 
2-3-2 1D-LC/MS/MSによる血漿中リマプロスト測定法の検討 
2D-LC/MS/MS による検討に先立ち、2D-LC/MS/MS よりも簡便な conventional LC/MS/MS
（1D-LC/MS/MS）を用いて目標感度の達成可能性を検討した。移動相条件および分析カラムに
ついて種々の条件を検討した。そのシステム概略図と逆相モードによる代表的な分析条件を
Fig. 5 に示した。 
d4-Limaprost Limaprost 
m/z m/z 






Analytical column: Inertsil ODS-3, 3μm, 2.1×150 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature: room temperature 
Flow rate 
Pump 1, flow rate: 200μL/min 
Mobile phase  
A:1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (4:1) 
B: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (1:4) 
Gradient time program 
Time A B 
(min)      (%)    (%) 
0 84 16 
30 46 54 
30.1 84 16 
40 84 16 
Fig. 5 Schematic representation and the analytical condition of the 1D-LC/MS/MS. 
 
また、この分析条件でリマプロストを測定したときの SRM クロマトグラムを Fig. 6 に示し
た。 
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Fig. 6 Representative SRM chromatogram of human plasma using a conventional 
1D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 5. (A) Limaprost 
standard corresponding concentration of target LLOQ (0.100pg/mL), (B) blank 





ランク血漿に添加して分析を行った Fig. 6-C のサンプルでは、リマプロストのピークを認識す
ることはできなかった。これはブランク血漿を測定した Fig. 6-B のクロマトグラムを見ても明
らかなように、血漿由来成分によりクロマトグラム全体のベースラインレベルが上がっている
Limaprost 






分析において、MS/MS での感度を向上させるために on-line でトラッピングカラムを用いて試
料を濃縮することは一般的に使われる手法である 42,43)。本章では上述の 1D-LC/MS/MS にトラ
ッピングカラムを組み合わせたカラムスイッチングシステムを構築し、定量感度を向上させる
ことができるかどうかについて検討した。そのシステム概略図と代表的な分析条件を Fig. 7 に
示した。ここでは、ポンプ 1 の流速は Fig. 5 と同じ 0.2 mL/min であるが、ポンプ 2 の流速を
0.02 mL/min に低下させ、試料の濃縮を行っている。この分析条件でリマプロストを測定したと
きのクロマトグラムを Fig. 8 に示した。なお、Fig. 6 と Fig. 8 の A、B、C は同一のサンプル
を分析した結果である。Fig. 6-A と同様に、リマプロストの標準品を測定した Fig. 8-A ではリ























Analytical column: Inertsil ODS-3, 3μm, 0.7×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature: room temperature 
Flow rate:  
Pump 1: 200μL/min (isocratic) 
Pump 2: 20μL/min (gradient) 
Mobile phase:  
Pump 1: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (9:1) 
Pump 2A: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (4:1) 
Pump 2B: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (1:4) 
Gradient time program: 
 Pump 2 
Time A B 
(min) (%) (%) 
0 84 16 
30 46 54 
30.1 84 16 
40 84 16 
Switching valve position 
 0 min – 1 min: A 
 1 min – 40 min: B 
 
Fig. 7 Schematic representation and the analytical condition of the 1D-LC/MS/MS with 
a column switching. 
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Fig. 8 Representative SRM chromatogram of human plasma using a conventional 
1D-LC/MS/MS system with a column switching system with the condition 
described in Fig. 7. (A) Limaprost standard corresponding concentration of 
target LLOQ (0.100pg/mL), (B) blank human plasma, (C) human plasma spiked 
with 0.100 pg/mL of limaprost. 
 
2-3-3 2D-LC/MS/MSによる血漿中リマプロスト測定法の開発 
2D-LC/MS/MS では 1 本のカラムでは分離ができないピークを 2 本の分析カラムを組み合わ
せることで分離可能となることが期待される。そのため、一次元目にイオン交換カラム、二次
Limaprost 





実施できることが必要条件として求められる。この点を考慮して検討を行った結果を Table 2 
に示した。 
 
Table 2 Summary of the results of the investigations for the optimizing the 
combination of separation mode in 2D-LC/MS/MS systems for the 




イオン交換 逆相 不適 
陰イオン交換カラムの耐久性が低く、保持時間の変動が起こ
りやすいため、多検体測定に応用することは困難である。 
逆相 イオン交換 不適 
二次元目カラムの特異性が低く、内因性夾雑物との分離が困
難である。 
ゲル濾過 逆相 不適 
逆相のみの場合と比較して、特異性の向上が認められなかっ
た。 
HILIC(順相) 逆相 不適 
一次元目カラムと二次元目カラムの間に設置するトラッピ
ングカラムに保持されない。 
逆相 HILIC(順相) 不適 
一次元目の移動相由来の水分の影響により、二次元目カラム
に保持されない。 















ることを見出した。そのシステムの概略図と分析条件を Fig. 9 に示し、その時の SRM クロマ












1st column: Capcell PAK Phanyl UG120, 5μm, 2.0×150 mm (Shiseido) 
2nd column: Inertsil ODS-3, 3μm, 0.7×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Flow rate:  
Pump 1: 200μL/min (gradient), Pump 2: 400μL/min (isocratic), Pump 3: 20μL/min (gradient) 
Mobile Phase:  
Pump 1A: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (7:3) 
Pump 1B: acetonitrile 
Pump 2: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5) 
Pump 3A:1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (4:1) 
Pump 3B: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (1:4) 
Gradient time program 
    Pump 1      Pump 3 
Time A B  Time A B 
(min) (%) (%)  (min) (%) (%) 
0 100 0  0 5 95 
22 100 0  5 5 95 
22.1 10 90  5.1 84 16 
28 10 90  20 84 16 
28.1 100 0  50 16 54 
50 100 0     
Switching valve position 
 0 min   – 17.5 min: A 
 17.5 min – 21.5 min: B 
21.5 min – 50 min:  A 
Fig. 9  Schematic representation and the analytical condition of the 2D-LC/MS/MS.  
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Fig. 10 Representative SRM chromatogram of human plasma using the 2D-LC/MS/MS 
system with the condition described in Fig. 9. (A) Blank human plasma, (B) 
human plasma spiked with 0.100 pg/mL of limaprost. 
 
Fig. 10-A はヒトのブランク血漿、Fig. 10-B は 0.100 pg/mL のリマプロストを添加したヒト
血漿を分析したときのクロマトグラムである。1D-LC/MS/MS と比較して今回開発した
2D-LC/MS/MS ではベースラインの顕著な低下が認められ、リマプロストの保持時間周辺の夾
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かを検討した。本章では 6 個体のヒト血漿を用いて特異性を検討したが、いずれの個体におい
ても Fig. 10 と同様のクロマトグラムが得られた。つまり、いずれの個体の血漿においてもリ
マプロストの定量性に影響を及ぼすような妨害ピークは認められず、この 2D-LC/MS/MS によ
る定量法の特異性が高いことが示された。 






















) r = 1.0000
 
Fig. 11 Representative calibration curve for the determination of limaprost. 
 
リマプロストの検量線は 0.100～10.0 pg/mL の濃度範囲で良好な直線性を示した。また、全て
の検量線において相関係数はいずれも 0.99 以上であり、良好な相関を示した。 
定量結果の再現性について検証を行った。日内再現性および日間再現性の結果を Table 3 に
示した。いずれの濃度でも真度および精度は判定基準を満たしており、本定量法に十分な再現
性があることが示された。 
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Table 3 Intra-day and inter-day precision and accuracy for detection of limaprost in 
human plasma 
Intra-day 
Spiked concentration Day RE CV 
(pg/mL)   (%) (%)  
 1 13.5 6.0 
0.100 2 17.6 9.7 
 3 8.9 5.6 
 1 3.8 9.0 
0.200 2 12.0 5.1 
 3 -4.9 7.9 
 1 -3.3 7.5 
1.00 2 4.7 3.5 
 3 -9.2 3.9 
 1 6.6 1.7 
8.00 2 12.3 3.9 
 3 6.3 2.2 
n=5 
Inter-day 
Spiked concentration RE CV 
(pg/mL)  (%) (%)  
0.100 13.3 7.6 
0.200 3.6 9.7 
1.00 -2.6 7.8 








った。RE および CV は、それぞれ-2.8％および 4.6％であり、希釈再現性の判定基準を満たし
た。 
さらに、各種試料中でのリマプロストの安定性を検討し、各条件下で安定性が保証された期
間を Table 4 に示した。 
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Table 4 Stability of limaprost under various storage conditions 
Matrix Condition Certified period 
Plasma Room temperature 4 hours 
 4ºC 3 days 
 -20ºC 7 days 
 -80ºC 73 days 
 Freeze/thaw (-80ºC /r.t.) 3 cycles 
Whole blood 4ºC 4 hours 
Processed sample 4ºC 96 hours 
 
また、標準液（エタノール溶液）中でのリマプロストおよび IS の安定性を検討した結果、リ
マプロストおよび IS ともに-20℃条件下では 101 日間、室温条件下では 24 時間まで安定である
ことが示された． 
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第 4節 考察 
本章では 2D-LC/MS/MS を用い、PGE1 誘導体であるリマプロストの血漿中濃度の超高感度定
量法を開発した。リマプロストのヒト血漿中濃度の目標定量感度として定めた 0.100 pg/mL と
いう濃度は、LC/MS/MS を用いた方法では過去に報告例がないほどの極めて低い濃度である。
報告例がない理由の一つには、通常の薬剤では薬物動態評価を行う上でこれほどの低濃度の定
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み合わせであり、実際にバリデーション試験においた良好な再現性が得られたことからも、両
次元に逆相モードを用いたことは非常に有効であったと考えられた。なお、同じ逆相モードで
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第 3章 健康成人男性におけるリマプロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験 












第 2節 方法 
3-2-1 臨床試験デザイン 
リマプロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験は日本人の健康成人男性を対象として、 
リマプロスト アルファデクス錠をグループ 1 には 1 錠（リマプロストとして 5μg）およびグ
ループ 2 には 2 錠（同 10μg）を各グループ 12 例、計 24 例に対して単回経口投与し、未変化
体であるリマプロストの血漿中濃度推移を検討する並行比較デザインとした。また、本剤の医
療現場での服用状況を踏まえ、本臨床試験では食後投与とした。 
薬物動態用の採血は、投与前、投与後 0.25、0.5、0.75、1、1.5、2、2.5、3 および 4 時間の合
計 10 時点とした。各採血時点において被験者の前腕部皮静脈より静脈血を 24 mL 採取（ヘパ
リンナトリウム添加）した後、氷中にて保存し、1 時間以内に 4℃、1500～1800g で 10 分間遠
心分離した。遠心分離後、血漿をポリプロピレン製チューブに移し、薬物濃度測定まで-80℃で
凍結保存した。 
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本試験はヘルシンキ宣言、「医薬品の臨床試験の実施の基準（GCP）」、「医薬品の市販後調査




血漿中リマプロストの定量には第 2 章で開発した 2D-LC/MS/MS システムを用いた。各測定
バッチにおける定量値の品質保証は、臨床検体と同時に分析を行った検量線の直線性および
Quality control （QC）サンプルの結果を精査することにより行った。つまり、検量線に関して
は得られた回帰式を用いて各検量線用試料の back-calculate 値を求め、このときの RE（％）が
2/3 のポイント数以上で±15.0％以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以内）であり、
かつ、相関係数（r）r が 0.99 以上であった場合、検量線の直線性あり判定した。QC サンプル
については 測定バッチ毎に、3 濃度（0.200，1.00，8.00 pg/mL、各 n=2）の QC サンプルの測
定を行い、6 例中 4 例以上について、各設定濃度に対する RE（％）が±15.0％以内で、かつ各
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AUC0-∞／用量、t1/2および tmaxを比較した。tmax以外のパラメータについては 5μg を基準群と
して幾何平均値の比（GMR）およびその 95％信頼区間（CI）を算出し、tmax については有意水
準両側 5％で Wilcoxon 符号付順位検定を行った。  
 
第 3節 結果 
リマプロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験における血漿中リマプロストの定量お
よび薬物動態解析を実施した。 
血漿中リマプロストの定量には、第 2 章で開発した 2D-LC/MS/MS 法を用いた。リマプロス




次に、日本人の健康成人男性にリマプロスト アルファデクス錠を 1 錠（リマプロストとし
て 5μg）あるいは 2 錠（同 10μg）食後単回経口投与した時の血漿中リマプロスト濃度推移を
Fig. 12に示し、薬物動態パラメータをTable 5に示した。用量が5μgのとき、Cmaxは1.02 pg/mL、
tmaxは 1.0 時間、AUC0-∞は 1.71 pg･h/mL、t1/2 は 0.82 時間であった。また、10μg の用量におい
て Cmaxは 1.93 pg/mL、tmaxは 1.0 時間、AUC0-∞は 4.06 pg･h/mL、t1/2 は 0.92 時間であった。 
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Fig. 12 Mean plasma concentration-time profiles of limaprost following a 5 µg or 10 µg 
oral dose in healthy male subjects. 
 Each point represents the mean ± SD of 12 subjects. 
 
Table 5 Pharmacokinetic parameters of limaprost following a 5 µg or 10 µg oral dose in 













5 1.02 ± 0.58 1.0 (0.75-3.0) 1.71 ± 0.70 a) 0.82 ± 0.27 a) 3370 ± 1250 a) 
10 1.93 ± 0.87 1.0 (0.50-1.5) 4.06 ± 1.35 b) 0.92 ± 0.29 b) 2700 ± 820 b) 
Each value represents the mean ± SD of 12 subjects except for tmax (median and range). a) n=11, b) n=10 
  
また、薬物動態パラメータの用量依存性を検討するため、Cmax、AUC0-∞を用量で除した値（Cmax
／Dose，AUC0-∞／Dose）および t1/2 について、用量間で GMR（10μg 投与／5μg 投与）および
その 95％CI を算出した結果を Table 6 に示した。また，tmax について有意水準両側 5％で
Wilcoxon 符号付順位検定により解析した結果についても同様に示した。Cmax／Dose、AUC0-∞
／Dose および t1/2の GMR の 95％CI はいずれも 1 を含んでおり、用量間で有意な差は認められ
なかった。tmax は用量間で有意差はなく、用量に依存した変動は認められなかった。以上の結
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果より、リマプロスト アルファデクス錠の臨床用量である 5μg および 10μg において、リ
マプロストの薬物動態は線形であることが示された。 
 
Table 6 Dose proportionality of Pharmacokinetic parameters of limaprost 
Parameters n 
5 µg  10 µg 
GMRa) 95 % CI of GMRa) 
Cmax/Dose 12   12 0.99 (0.67, 1.47) 
AUC0-∞/Dose 11   10 1.22
  (0.88, 1.69) 
t1/2 11   10 1.13  (0.84, 1.51) 
a) 10 µg/5 µg  
 
Parameters        n 
       5 µg  10 µg 
p-value  
tmax              12   12 0.3100 NS  
NS : Not significant（Wilcoxon signed rank test） 
 







今回実施した臨床薬物試験の結果、リマプロストの血漿からの t1/2 は 0.82～0.92 時間と、他
のプロスタグランジン誘導体とほぼ同様の値を示しており 44,45)、天然プロスタグランジンの t1/2
と比較して延長していると考えられた。これは 17 位にメチル基を導入したことにより 15 位の
水酸基が安定化されたことによると考えられた。一方、通常の薬剤と比較した場合には、1 時
間弱という t1/2 は持続性に優れているとはいい難く、そのため 1 日 3 回投与という本剤の臨床
での用法は薬物動態学的な観点からも妥当であると考えられた。 
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第 4章 耐湿性を向上させたリマプロスト アルファデクス錠の新製剤と標準製剤の生物学的
同等性試験 
第 1節 序論 
従来販売されていたリマプロスト アルファデクス錠（オパルモン®錠）は Press through 
package （PTP）の状態では十分な安定性が確保されていたが、PTP から取り出した裸錠の状態
では約 1 週間で有効成分の 5%以上が分解していた。そのため、本剤の取扱いにおいては、内









章で開発した定量法は非常に高感度であるものの、1 検体あたりの分析時間が約 50 分と長いこ
とに加え、1 回の分析に供する血漿量が 3 mL と多量であり、クロスオーバーで実施する BE 試





第 2節 方法 
4-2-1 試験材料および使用機器 
使用した標準物質、試薬および資材は第 2 章で記載したものと同等のものを使用した。ただ







示し、スキームを Fig. 13 に示した。 
まず、ガラス試験管に 20μL の IS 溶液を採取した後、ヒト血漿を 2 mL 添加し、ここに 4 mL
の水／酢酸混液（99：1）を添加した。次に、予め 2 mL の酢酸エチル、メタノールおよび水／
酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った SPE カラム （Bond Elut C18）にこの試料を
負荷した後、4 mL の水および水／メタノール混液（3：2）でカラムを洗浄した。次に、Bond Elut 
DEA を 2 mL の 1 mol/L 塩酸、水、メタノール／0.5 mol/L 酢酸カリウム pH 10 混液（3：2）お
よび酢酸エチルでコンディショニングし、この上に先程の Bond Elut C18 を接続した。酢酸エ
チル 4 mL で Bond Elut C18 からリマプロストおよび IS を溶出し、溶出液を直接 Bond Elut DEA
に保持させた。Bond Elut C18 を外した後、Bond Elut DEA を水/酢酸混液（99：1）2 mL で洗浄
した。次に Oasis HLB を 1 mL の酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコン
ディショニングし、この上にリマプロストおよび IS を保持させた Bond Elut DEA を接続した。
（水／酢酸混液（99：1））／メタノール（3：2）4 mL で Bond Elut DEA からの溶出を行い、こ
の溶出液を直接 Oasis HLB に保持させた。Bond Elut DEA を外した後、Oasis HLB を約 1500 g
（3000 rpm）で 10 分間遠心して脱水した後、3 mL の酢酸エチルで溶出を行った。遠心エバポ
レータで溶出液を乾固した後、残渣を 110μL の 5 mmol/L 酢酸アンモニウム，pH 4.5／アセト
ニトリル混液（3：1）で再溶解し、オートサンプラー用バイアルに移した後、その 100μL を
LC/MS/MS に注入した。 


















Fig. 13  Scheme of sample preparation for the determination of limaprost in human 
plasma (Modified method). 
 
2D-LC/MS/MS分析条件 
2D-LC/MS/MS の分析条件について、第 2 章で開発した方法（Fig. 9）の二次元目の LC 条件
を改良した。その結果、分析時間は改良前の 50 分から 35 分に短縮された。改良後の分析条件

















・1 mol/L塩酸 2 mL
・水 2mL
・メタノール／ 0.5 mol/L酢酸カリ


















・5 mmol/L 酢酸アンモニウム, pH 4.5／
アセトニトリル混液(3:1) 110μL












1st column: Capcell PAK Phanyl UG120, 5μm, 2.0×150 mm (Shiseido) 
2nd column: Inertsil ODS-3, 3μm, 0.7×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Flow rate:  
Pump 1: 200μL/min (isocratic), Pump 2: 400μL/min (isocratic), Pump 3: 20μL/min (gradient) 
Mobile Phase:  
Pump 1: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (7:3) 
Pump 2: Water/acetonitrile (9:1) 
Pump 3A:1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5) 
Pump 3B: acetonitrile 
Gradient time program 
     Pump 3      
Time A B 
(min) (%) (%) 
0 1 99 
8 1 99 
8.1 59 41 
20 59 41 
35 48 52 
Switching valve position 
0 min – 18 min: A 
18 min – 22 min: B 
22 min – 35 min: A 
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4-2-4 生物学的同等性試験（BE試験） 
リマプロスト アルファデクス錠の BE 試験は日本人の健康成人男性を対象として、耐湿性を
改善した処方変更製剤（試験製剤）1 錠または試験当時の現行製剤（標準製剤）1 錠を、3 日間
以上の休薬期間をおいて、2 群 2 期のクロスオーバー法にてそれぞれ空腹時単回経口投与する
非盲検試験とした。標準製剤と試験製剤の処方を以下に示した。 
 
標準製剤（現行製剤）     試験製剤（処方変更製剤）  
1 錠（100 mg）中  1 錠（100 mg）中 
リマプロスト アルファデクス   
5 µg 
 リマプロスト アルファデクス   
5 µg （リマプロストとして）  （リマプロストとして） 
乳糖 適量  デキストラン 40 1.167 mg 
結晶セルロース 40 mg  デキストリン 8.667 mg 
ポビドン 5 mg  乳糖 適量 
ステアリン酸 1.5 mg  トウモロコシデンプン 5 mg 
軽質無水ケイ酸 0.2 mg  ステアリン酸 0.5 mg 
   軽質無水ケイ酸 0.2 mg 
 
試験製剤先行投与群 20 例（A 群）、標準製剤先行投与群 20 例（B 群）の計 40 例により試験
を実施したが（Study 1）、この例数では両製剤の BE を確認できなかったことから、新たに 80
例（各群 40 例）の被験者を追加した（Study 2）。試験はいずれも各群 10 例、計 20 例のグルー
プ毎で、計 6 回に分けて時期をずらして実施した。 
BE 試験の当初の採血時点は、各期の治験薬投与前、投与後 10、20、30、45 分、1、1.5、2、
2.5、3、4、6 時間の計 12 ポイントとしたが、4 時間以降のリマプロストの血漿中濃度はすべて
定量下限（0.100 pg/mL）未満であったため、Study 2 では 4 および 6 時間の採血を行わなかっ
た。1 回あたりの採血量は投与後 30、45 分、1、1.5 時間については 12 mL、その他の採血時間
では 16 mL としたが、Study 2 では全て 16 mL とした。 
各採血時間に被験者の前腕部皮静脈より静脈血を採取（ヘパリン Na 添加）した後、氷中に
て保存し、1 時間以内に 4℃、1500～1800 g で 10 分間遠心分離した。遠心分離後、得られた血
漿をポリプロピレン製チューブに移し、測定まで－80℃以下で凍結保存した。 
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本試験はヘルシンキ宣言、「医薬品の臨床試験の実施の基準（GCP）」、「医薬品の市販後調査












した。Study 1 では 40 例を対象として試験を開始したが、1 例は第Ⅱ期の投薬が行われなかっ
たため解析対象から除き、39 例により解析を行った。また、Study 2 では 80 例を対象として試
験を開始したが、3 例は第Ⅱ期の投薬が行われなかったため解析対象から除き、77 例で解析を
行った。したがって、Study 1 および Study 2 の併合解析は、Study 1 の 39 例および Study 2 の





者における Cmaxおよび AUC0-tの標準製剤に対する試験製剤の比を算出した。 
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4-2-8 生物学的同等性（BE）の判定 
Study 1 および Study 1 と Study 2 の併合データについて BE の判定を行った。 
リマプロストの Cmaxおよび AUC0-t については常用対数変換した後、群又は持越効果、時期効
果および試験を変動要因とした分散分析を実施した。分散分析により算出した残差平均平方を
生物学的同等性の判定に用いた。また、tmaxについては未変換のまま、同様に分散分析を実施し、
製剤差について有意水準 0.05 で有意差検定を行った。 
次に、試験製剤投与時を試験群に、標準製剤投与時を対照群に設定してリマプロストの Cmax
および AUC0-t の GMR およびその 90％CI 算出した。GMR およびその 90％CI は，各パラメータ
を常用対数変換した値の平均値の差、およびその 90％信頼区間を求めた後、それぞれ指数化す
ることにより求めた。なお、各パラメータの常用対数変換した値の平均値の差の 90％CI（下限：
Ll，上限：Ul）は式 4 および式 5 を用いて算出した。 
( )BAERRBARTl nn/nn( SM2)2,0.05()L +−= ××−+− tμμ   （式 4） 
( )BAERRBARTl nn/nn( SM2)2,0.05()U +−= ××−++ tμμ   （式 5） 
 
μT：試験製剤の Cmaxおよび AUC0-t の常用対数変換した値の平均値 





BE の判定基準は「後発医薬品の生物学的同等性試験ガイドラインについて」（平成 9 年 12 月
22 日医薬審発第 487 号）46)、「後発医薬品の生物学的同等性試験ガイドライン等の一部改正につ
いて」（平成 13 年 5 月 31 日医薬審発第 786 号）47)および「剤型が異なる製剤の追加のための生
物学的同等性試験ガイドライン」（平成 13 年 5 月 31 日医薬審発第 783 号）48)に従った。すなわ
ち、Cmaxおよび AUC0-t の幾何平均値の比の 90％信頼区間が 0.80～1.25 に含まれる場合、試験製
  42 
剤と標準製剤は生物学的に同等であると判断した。 
 
第 3節 結果 
4-3-1 ヒト血漿中リマプロストの定量法の改良 
本章では、まずリマプロスト アルファデクス錠の生物学的同等性試験に先立ち、第 1 章で
開発したヒト血漿中リマプロスト定量法の改良を行った。改良後の定量法の詳細は第 2 節で示
したとおりであるが、改良前からの主な変更点は①使用する血漿量を 3 mL から 2 mL に減量し
た、②血漿の前処理過程においてアセトニトリルによる除蛋白操作を除外した、③3 種の SPE
カラムを用いた一連の前処理操作において、Bond Elut C18 から Bond Elut DEA への移行ならび
に Bond Elut DEA から OASIS HLB への移行の際に、前の SPE カラムから溶出液を次のカラム
に直接負荷するようにした、④2D-LC/MS/MS の 2 次元目 LC 条件を、保持時間を早めるように
変更したことである。改良後の定量法を用いてヒトブランク血漿および LLOQ である 0.100 
pg/mLのリマプロストを添加した血漿を2D-LC/MS/MSで分析したときのクロマトグラムをFig. 
15 に示した。LLOQ の試料を測定したクロマトグラム上には明瞭なリマプロストのピークが認




来の 50 分から 35 分へと大幅に短縮することができた。 
 






























Fig. 15 Representative SRM chromatogram of human plasma using the modified 
2D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 14. (A) Blank 





内再現性および日間再現性の結果を Table 7 に示したが、いずれも判定基準を満たしており、
再現性は良好であった。また、Fig. 15 でも示したとおり、本定量法の特異性は優れていた。血
漿試料の前処理操作におけるリマプロストの回収率を求めたところ、0.200、1.00、8.00 pg/mL
におけるリマプロストの回収率は、それぞれ 82.9、74.1、77.8％であり、第 2 章の方法と比較
して回収率の向上が認められた。 
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pg/mL に設定された。 
 
Table 7 Intra-day and inter-day precision and accuracy for detection of limaprost in 
human plasma 
Intra-day 
Spiked concentration Day RE CV 
(pg/mL)   (%) (%)  
 1 -2.7 9.1 
0.100 2 4.8 6.3 
 3 3.6 8.5 
 1 -5.7 6.9 
0.200 2 -10.6 7.3 
 3 -1.6 5.6 
 1 -1.0 4.7 
1.00 2 -6.8 3.2 
 3 -3.3 3.7 
 1 -2.3 1.9 
8.00 2 -2.7 2.2 
 3 -1.7 2.4 
n=5 
Inter-day 
Spiked concentration RE CV 
(pg/mL)  (%) (%)  
0.100 1.9 8.1 
0.200 -6.0 7.3 
1.00 -3.7 4.5 









日本人の健康成人男性 40 例（解析対象としては 39 例）を対象として Study 1 を実施したが、
試験製剤と標準製剤の生物学的同等性が認められなかったため、被験者を追加する試験として
日本人の健康成人男性 80 例（同 77 例）を対象として Study 2 を実施した。 
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まず、Study 1 において被験者 39 例に試験製剤もしくは標準製剤を単回経口投与した時のリ
マプロストの血漿中濃度推移を Fig. 16 に示した。また、薬物動態パラメータを Table 8 に、
Cmaxおよび AUC0-tの GMR（試験製剤/標準製剤）とその 90％信頼区間（90％CI）を Table 9 に
示した。試験製剤および標準製剤投与後の血漿中リマプロストの濃度推移は類似していたが、
Cmaxはそれぞれ 1.31 pg/mL および 1.16 pg/mL であり、試験製剤投与時においてやや高値を示す
傾向が認められた。また、AUC0-tは試験製剤投与時が 0.751 pg･h/mL、標準製剤投与時が 0.727 pg･
h/mL でほぼ一致したが、tmaxは 0.41 時間および 0.51 時間と、標準製剤で遅れる傾向が認めら
れた。この結果、Cmaxおよび AUC0-t の GMR（90％CI）は、それぞれ 1.143（1.027～1.273）お
よび 1.055（1.003～1.109）であり、AUC0-t の 90％CI は 0.80～1.25 の範囲に含まれたが、Cmax
































Fig. 16  Plasma concentration - time profiles of limaprost after oral administration of 
test formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard 
tablet) to healthy male subjects in Study 1. 
  Each point represents the mean ± SD of 39 subjects. 
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Table 8  Pharmacokinetic parameters of limaprost after oral administration of test 
formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard 
tablet)  to healthy male subjects in Study 1 
Parameter  Test formulation  Reference formulation 
Cmax (pg/mL)  1.31 ± 0.73  1.16 ± 0.73 
AUC0-t (pg・h/mL)  0.751 ± 0.406  0.727 ± 0.447 
tmax (h)  0.41 ± 0.12  0.51 ± 0.12 
t1/2 (h)  0.40 ± 0.17 a)  0.53 ± 0.69 
Each value represents the mean ± SD of 39 subjects. a) : n=38 
 
Table 9  Geometric mean ratios and 90% confidence intervals for Cmax and AUC0-t of 
limaprost in Study 1 
Parameter Geometric mean ratio  90% confidence interval  
Cmax 1.143  1.027 − 1.273  
AUC0-t 1.055  1.003 − 1.109  
Ratio, test formulation / reference formulation, n=39 
 
Staudy 1 で BE を証明することができなかったため、Study 1 の結果を参考に再度例数設計を
行い、80 例による追加試験（Study 2）を実施した。BE の判定は Study 1 と Study 2 の結果を併
合解析することで実施した。 
Study 1 における 39 例および Study 2 における 77 例を併合した被験者 116 例におけるリマプ
ロストの血漿中濃度推移を Fig. 17 に、薬物動態パラメータを Table 10 に示した。また、Cmax
および AUC0-t の GMR とその 90％CI を Table 11 に示した。 
Study1 と Study 2 の併合による結果は、概ね Study 1 の結果と類似しており、Cmaxはやや試験
製剤で高値を示し、tmaxに関しては標準製剤で遅れる傾向が認められた。ただし、Study1 と Study 
2 の併合によるリマプロストの Cmaxおよび AUC0-tの GMR（および 90％CI）は，それぞれ 1.124
（1.056～1.196）および 1.040（1.007～1.074）であり、90％CI はいずれも 0.80～1.25 の範囲に
含まれたことから、両製剤は生物学的に同等であると判定された。 
 































Fig. 17  Plasma concentration - time profiles of limaprost after oral administration of test 
formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard tablet) 
to healthy male subjects in Study 1 and Study 2. 
 Each point represents the mean ± SD of 116 subjects. 
 
Table 10  Pharmacokinetic parameters of limaprost after oral administration of test 
formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard 
tablet) to healthy male subjects in Study 1 and Study 2 
Parameter  Test formulation  Reference formulation 
Cmax (pg/mL)  1.26 ± 0.63  1.12 ± 0.57 
AUC0-t (pg・h/mL)  0.779 ± 0.367  0.754 ± 0.373 
tmax (h)  0.42 ± 0.12  0.52 ± 0.15 
t1/2 (h)  0.45 ± 0.18  0.51 ± 0.43 
Each value represents the mean ± SD of 116 subjects except for t1/2 (n=115) 
 
Table11  Geometric mean ratios and 90% confidence intervals for Cmax and AUC0-t of 
limaprost in Study 1 and Study 2 
Parameter Geometric mean ratio  90% confidence interval  
Cmax 1.124  1.056 − 1.196  
AUC0-t 1.040  1.007 − 1.074  
Ratio, test formulation / reference formulation, n=116 
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第 4節 考察 
リマプロスト アルファデクス錠の生物学的同等性試験に先立ち、血漿中リマプロスト定量法
の改良を実施した。前処理方法の改良による回収率の向上および 2D-LC/MS/MS の二次元目部分
の LC 条件変更により、定量下限濃度は従来のまま（0.100 pg/mL）、使用する血漿量の減量（3 mL
→2 mL）および分析時間の短縮（50 min→35 min）を達成することができた。この改良により
BE 試験の実施が可能になった。 
BE 試験においては、40 例の被験者で実施した Study 1 では、AUC0-t の GMR の 90％CI は 0.8




とから、Study 2 として 80 例の追加試験を実施した。 
Study 1 と Study 2 の併合解析の結果、Cmaxおよび AUC0-t の GMR の 90％CI は、いずれも 0.80
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第 5章 2D-LC/MS/MSによるヒト血漿中 PGE2，PGF2αおよびその代謝物の定量法の開発 
第 1節 序論 
PGE2 は強力な子宮収縮作用を有しており、分娩における重要なメディエーターとして作用し







提に、血漿中 PGE2 の定量法の開発を行った。なお、PGE2 を経口投与したときには E2-M のみ
ならず F2α-M が代謝物として生成することが知られている
51)（構造式を Fig. 18 に記載）。PGE2
から F2α-M への代謝経路としては、まず 15-prostaglandin dehydrogenase（15-PGDH）および
15-ketoprostaglandin delta 13-reductase により E2-M に代謝され、その後 9-ketoreductase により
F2α-M が生成する経路、または最初に 9-ketoreductase により PGE2 が PGF2αに代謝され
52)、そ
の後 F2α-M に至る経路が考えられる。後者の代謝経路が優先される場合には、PGE2 と同じく







4 種のプロスタグランジンの同時定量法は開発できず、PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量
法と、E2-M の定量法の 2 種を開発し、それぞれバリデーションを実施した。 
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第 2節 方法 
5-2-1 試験材料 
PGE2、PGF2α、E2-M、F2α-M、IS として用いた d4-PGE2、d4-PGF2α（Fig. 18）ならびに特異





































d4-PGE2 (IS for PGE2 and E2-M)  d4- PGF2α(IS for PGF2αand F2α-M) 
Fig. 18 Chemical structures of PGE2, PGF2α, E2-M, F2α-M and internal standards.  
 
PGE2 および PGF2αについてはエタノール／酢酸エチル混液（1：1）で 1 mg/mL となるよう
に溶解した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で希釈し、それぞれ 20μg/mL の溶液を
調製した。また酢酸メチル溶液で入手した F2α-M についてはマイクロシリンジを用いて適量を
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分取し、窒素気流下溶媒を除去した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で溶解して正確









1.00、5.00、10.0、25.0、40.0 および 50.0 ng/mL の調製液を調製した。同様に酢酸メチル溶液で
入手した d4-PGE2および d4-PGF2αについては同量をマイクロシリンジを用いて同一のメスフラ
スコに分取し、窒素気流下溶媒を除去した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で溶解、




ール（Tris）は和光純薬から入手した。インスタントリン酸緩衝液 5、pH 7.4（20 倍濃縮液）は
三菱化学ヤトロンから、EDTA･2Na は Dojindo から入手した。HPLC 用水はシグマ･アルドリッ
チから購入した。血漿の前処理には SPE カラムとして、Bond Elut C18（LRC、200 mg、Varian）、
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ドメタシン／EDTA 混液*を添加した注射筒を用いて採取し、この血液を 4℃、約 1500 g（3000 
rpm）で 10 分間遠心分離して血漿を得た。 
*15％EDTA・2 Na/0.1 mol/L Tris 緩衝液, pH 7.6 と 18 mg/mL インドメタシン-エタノール溶液 を





2D-LC/MS/MS の LC 部分には、HP1100 バイナリポンプ、HP1100 アイソクラティックポン
プおよび HP1100 キャピラリーポンプ（いずれも Agilent）の 3 種のポンプを使用した。なお、
予備的に検討した一般的な 1D-LC/MS/MS では HP1100 バイナリポンプのみ使用した。その他、
HP1100 カラムオーブン、HP1100 オートサンプラー（いずれも Agilent）およびスイッチングバ
ルブ（Valco）を使用した。MS/MS 装置は Sciex API4000 （Applied Biosystems）を用いた。イ
オン源には TurboIonSpray interface を用い、negative ion mode で分析を行った。また、LC/MS/MS








ムを Fig. 19 に示した。 
まず、ガラス試験管に IS 溶液（0.500 ng/mL、20μL）を採取した後、リン酸緩衝液またはヒ
ト血漿を 1 mL 添加し、さらに 2 mL の水／酢酸混液（99：1）を添加した。次に、予め 2 mL
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の酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った SPE
カラム （Bond Elut LRC-C18）にこの試料を負荷した後、2 mL の水およびヘキサンでカラムを
洗浄した。次に、Bond Elut DEA を 2 mL の酢酸エチルでコンディショニングし、この上に先程
の Bond Elut LRC-C18 を接続した。4 mL の酢酸エチルで Bond Elut LRC-C18 から測定対象物質
を溶出し、溶出液を直接 Bond Elut DEA に保持させ、その後、Bond Elut LRC-C18 を外した後、
Bond Elut DEA を 2 mL の水／酢酸混液（99：1）で洗浄した。次に、abselute NEXUS を 2 mL
の酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングし、この上に
測定対象物質を保持させた Bond Elut DEA を接続した。4 mL の（水／酢酸混液（99：1）／メ
タノール（3：2）で Bond Elut DEA からの溶出を行い、この溶出液を直接 abselute NEXUS に保
持させた。Bond Elut DEA を外した後、abselute NEXUS を約 1500 g（3000 rpm）で 10 分間遠心
して脱水した後、4 mL の酢酸エチルで溶出を行った。遠心エバポレータで溶出液を乾固した後、
残渣を 125μL の 5 mmol/L 酢酸アンモニウム、pH 4.5／メタノール混液（3：2）で再溶解し、
オートサンプラー用バイアルに移した後、その 100μL を LC/MS/MS に注入した。 

















Fig. 19  Scheme of sample preparation for the determination of PGE2, PGF2αand F2α-M 
in human plasma or phosphate buffer. 
 
E2-M定量法における前処理方法 
E2-M の定量法では、使用するリン酸緩衝液およびヒト血漿量を 0.5 mL とした。その他の操







































・5 mmol/L 酢酸アンモニウム, pH 4.5／
メタノール混液(3:2) 125μL
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た。実施項目、実施方法ならびに合否の判定基準はリマプロストと同様 FDA ガイダンス








第 3節 結果 
5-3-1 SRM条件の最適化 
PGE2、PGF2α、E2-M、F2α-M ならびに IS として用いた d4- PGE2 および d4-PGF2αの標準品を
用い、LC/MS/MS 測定における SRM 条件の検討を行った。いずれの化合物も ESI 負モードで
分析したときに脱プロトン化したイオンがベースピークとして検出されたことから、次にそれ
ぞれのベースピークをプレカーサーイオンに設定し、MS/MS スペクトルを測定した。これらの
結果から選択した SRM 条件を Table 12 に示した。以降の検討ではすべてこの値を使用した。 
 
Table 12 SRM conditions for each analyte 
Analyte Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) Collision energy (eV) 
PGE2 351 271 -24 
PGF2α 353 193 -36 
E2-M 351 235 -30 
F2α-M 353 113 -40 
d4-PGE2 355 275 -24 
d4-PGF2α 357 297 -36 
 
その他の主なパラメータの設定値を以下に示す。Probe temperature, 650℃ ; ionization 
voltage, -4500 V: declustering voltage, -70V; scan time, 500 msec (PGE2, PGF2α, E2-M, F2α-M), 200 
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msec (d4-PGE2, d4-PGF2α); collision gas, 4 psi; curtain gas, 20 psi. 
 
5-3-2 血漿中 PGE2、PGF2αおよび F2α-Mの同時定量法の開発 
1D-LC/MS/MSによる定量法の検討 
第 2 章でのヒト血漿中リマプロストの定量法開発時と同様、まずは簡便な 1D-LC/MS/MS を
用いて目標感度の達成可能性を検討した。1D-LC/MS/MS システム概略図と代表的な分析条件





Analytical column: Cadenza CD-C18, 3μm, 2.0×250 mm (Imtact) 
Column oven temperature: 40ºC 
Flow rate 
Pump 1, flow rate: 200μL/min 
Mobile phase  
A: 1 mmol/L formic acid 
B: acetonitrile 
Gradient time program 
Time A B 
(min) (%) (%) 
0 65 35 
20 65 35 
25 35 65 
30 35 65 
30.1 65 35 
40 65 35 
Fig. 20  Schematic representation and the analytical condition of the 1D-LC/MS/MS.  
 
この分析条件で 6 個体分をプールしたヒト血漿中 PGE2、PGF2αおよび F2α-M を測定したと
きの SRM クロマトグラムを Fig. 21 に示した。 













































    m/z  353 → 113
 
 
    
 
 
       
 
 
     
 
Fig. 21 Representative SRM chromatogram of human plasma using a conventional 
1D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 20. (A) SRM 
transitions for PGE2, (B) PGF2α, (C) F2α-M 
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難であることが示唆された。したがって、分析法の特異性を向上させるため、第 2 章のリマプ




も短縮できることから F2α-M についても 2D-LC/MS/MS 法で定量することとした。 
2D-LC/MS/MSによる検討 












用いて PGE2、PGF2αおよび F2α-M を分離した場合、移動相にメタノールを用いた時のカラム
からの溶出順序は①PGE2、②PGF2α、③F2α-M であるのに対し、移動相にアセトニトリルを用
いると溶出順序は①PGF2α、②PGE2、③F2α-M となり、PGE2 と PGF2αが入れ替わる。このよう
な分離特性の違いを利用するため、本章では一次元目はメタノールを、二次元目はアセトニト
リルを移動相として用いることにし、さらに詳細な検討を行って最適な条件を決定した。最適
化後の 2D-LC/MS/MS 条件を以下に示した（Fig. 22）。 












1st column: Inetrsil ODS-3, 3μm, 2.1×50 mm (GL Sciences) 
2nd column:Cadenza CD-C18, 3μm, 1.0×250 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Mobile Phase:  
Pump 1A: 5 mmol/L ammonium formate (pH3.5) 
Pump 1B: methanol 
Pump 2: 10 mmol/L formic acid 
Pump 3A:1 mmol/L formic acid 
Pump 3B: acetonitrile 
Gradient time program 
  Pump 1 Pump 2 Pump 3  
Time Flow rate A B  Time C  Time D E 
(min) (μL/min) (%)  (%)  (min) (%)  (min) (%)  (%) 
0.0 200 47 53  0.0  100  0.0  65 35 
12.5  200 47 53  60.0  100  42.0  65 35 
12.6  10 47 53  Flow rate: 400μL/min  48.0  35 65 
13.5  10 47 53     54.0  35 65 
13.6  200 47 53     54.1  65 35 
60.0  200 47 53     60.0 65 35 
        Flow rate: 60μL/min 
Switching valve position 
 0 min   – 11.1 min: A 
 11.1 min – 12.7 min: B 
12.7 min – 13.2 min: A 
 13.2 min – 31.0 min: B 
 31.0 min – 60.0 min: A 
Fig. 22  Schematic representation and the analytical condition of the 2D-LC/MS/MS.  
 
また、この 2D-LC/MS/MS で用いたものと同じヒトプール血漿を測定したときの SRM クロ
マトグラムを Fig. 23 に示した。 
Fig. 23-A の PGE2を対象としたクロマトグラムでは、PGE2を明確なピークとして検出する
ことができており、1D-LC/MS/MS（Fig. 21-A）と比較して明らかに特異性および感度の向上
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が認められた。特にベースラインレベルの低下および PGE2に隣接する内因性夾雑物ピークと
の分離が良好であり、2D-LC/MS/MS による 2 段階の分離が効果的であったことを示している。 




り、このことからも PGF2αの定量に対して 2D-LC/MS/MS が有効であることが示唆された。ま
た、F2α-M は関しては 1D-LC/MS/MS でも良好なピーク形状を示していたが（Fig. 21-C）、
2D-LC/MS/MS ではピークが更にシャープになり、形状が向上した（Fig. 23-C）。 
このプール血漿中の PGE2、PGF2αおよび F2α-M濃度はそれぞれ 0.509、5.22および 9.11 pg/mL
であった。目標感度は、内因性濃度を定量できる感度としていたため、本定量法での PGE2、
PGF2αおよび F2α-M の目標感度（目標定量下限濃度）をそれぞれ 0.500、2.50 および 2.50 pg/mL
に設定した。 















































  m/z  353 → 113
 
Fig. 23 Representative SRM chromatogram of human plasma using the  
2D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 22. (A) SRM 
transitions for PGE2, (B) PGF2α, (C) F2α-M. 
 
5-3-3 血漿中 E2-M定量法の開発 
当初 E2-M に関しては、PGE2、PGF2αおよび F2α-M と同時定量を行う予定であったが、E2-M
を測定対象に加えることでPGE2を定量する際の特異性に影響をおよぼす可能性が懸念された。 








PGE2: 0.509 pg/mL 
PGF2α: 5.22 pg/mL 
F2α-M: 9.11 pg/mL 




可能性のある E2-M については同時測定を行わず、別途定量法を開発することとした。 













1st column: Inetrsil ODS-3, 3μm, 2.1×50 mm (GL Sciences) 
2nd column:Cadenza CD-C18, 3μm, 1.0×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Mobile Phase:  
Pump 1A: 5 mmol/L ammonium formate (pH3.5) 
Pump 1B: methanol 
Pump 2: 10 mmol/L formic acid 
Pump 3A:1 mmol/L formic acid 
Pump 3B: acetonitrile 
Gradient time program 
  Pump 1  Pump 2 Pump 3  
Time Flow rate A B  Time C  Time D E 
(min) (μL/min) (%)  (%)  (min) (%)  (min) (%)  (%) 
0.0 200 47 53  0.0  100  0.0  65 35 
28.0  200 47 53  28.0  100  15.0 65 65 
Flow rate: 400µL/min   Flow rate: 400μL/min  25.0 50 50 
        27.0 50 50 
        27.1 65 35 
        28.0 65 35 
Switching valve position     Flow rate: 50μL/min 
 0 min   – 11.5 min: A 
 11.5 min – 14.5 min: B 
14.5 min – 28.0 min: A 
  
Fig. 24 Analytical condition of the 2D-LC/MS/MS for the determination of E2-M in 
human plasma. 
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また、この分析条件で 6 例分をプールしたヒト血漿中の E2-M を測定したときの SRM クロマ
トグラムを Fig. 25 に示した。E2-M は良好なピーク形状を示しており、ピーク形状に対する内
因性夾雑物の影響は小さかった。このプール血漿中の E2-M 濃度は約 6 pg/mL であったが、個



















Fig. 25 Representative SRM chromatogram of E2-M in human plasma using the  
2D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 24. 
 






PGE2、PGF2α、E2-M および F2α-M の代表的な検量線を Fig. 26 に示した。検量線はいずれも



























































































Fig. 26 Representative calibration curve for the determination of PGE2, PGF2α, E2-M 
and F2α -M. 
 
次に、各測定対象物質について定量値の再現性を評価した。日内再現性の結果を Table 13
に示した。いずれの測定対象物質においても RE、CV は LLOQ ではそれぞれ±14.9 および 17.7%
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Table 13 Intra-day accuracy and precision of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α-M  
 
PGE2     PGF2α    
Spiked concentration Day RE  CV   Spiked concentration Day RE  CV  
(pg/mL)    (％)  (％)  (pg/mL)    (％)  (％) 
 1 3.7 7.4   1 -7.0 8.2 
0.500 2 10.9 6.8  2.50 2 4.3 2.8 
  3 0.0 12.8    3 -2.6 6.0 
 1 -7.2 9.5   1 -5.5 6.1 
1.00 2 -6.4 4.3  5.00 2 -6.4 5.7 
  3 -5.7 6.3    3 6.9 3.8 
 1 -1.7 6.4   1 2.2 8.3 
5.00 2 1.2 4.6  25.0 2 -9.0 4.1 
  3 -2.2 5.2    3 3.7 7.5 
 1 -1.1 2.6   1 -3.8 6.4 
40.0 2 -1.0 9.8  200 2 -7.4 6.9 
  3 1.5 2.3    3 5.8 5.5 
         
E2-M      F2α-M       
Spiked concentration Day RE  CV   Spiked concentration Day RE  CV  
(pg/mL)    (％)  (％)  (pg/mL)    (％)  (％) 
  1 -5.4 17.3   1 6.6 6.7 
2.50 2 -1.4 12  2.50 2 2.4 6.3 
  3 -14.9 17.7    3 7.2 6.6 
 1 2.1 2.2   1 -4.1 9.9 
5.00 2 -3.9 5.8  5.00 2 0.0 9.1 
  3 3.6 3    3 1.0 11.2 
 1 12.2 6.7   1 9.2 11.3 
100 2 -3.7 5.3  25.0 2 -2.0 11.5 
  3 6.2 1.7    3 -3.3 1.8 
 1 9.4 2.4   1 -1.7 7.3 
800 2 -7.6 1.7  200 2 -7.7 12.7 
  3 6.4 2.7    3 -0.5 7.3 
n=5         
 
また、日間再現性の結果を Table 14 に示したが、ここでも再現性の判定基準を満たす結果が
得られた。以上の結果から、本章で構築した二種の定量法（PGE2、PGF2α、F2α-M 同時定量法、 
E2-M 定量法）はいずれも再現性があるものと判定された。 
なお、日内および日間再現性試験では LLOQ 以外の 3 濃度の評価の際にはブランクマトリク
スとしてヒト血漿を用いた。この時、理論値にはブランクマトリクスとして用いたヒト血漿中
の内因性濃度（n=5 の平均値）に、添加濃度を加えたものを用いた。一方、内因性濃度は LLOQ




Table 14  Inter-day accuracy and precision of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α -M 
 
PGE2    PGF2α   
Spiked concentration RE  CV   Spiked concentration RE  CV  
(pg/mL)  (％)  (％)  (pg/mL)  (％)  (％) 
0.500 4.9 9.6  2.50 -1.7 7.3 
1.00 -6.4 6.8  5.00 -1.7 7.1 
5.00 -0.9 5.5  25.0 -1.0 8.6 
40.0 -0.2 5.6  200 -1.8 8.2 
       
E2-M    F2α-M     
Spiked concentration RE  CV   Spiked concentration RE  CV  
(pg/mL)  (％)  (％)  (pg/mL)  (％)  (％) 
2.50 -7.3 15.8  2.50 5.4 6.4 
5.00 -3.9 5.8  5.00 -0.9 14.6 
100 -3.7 5.3  25.0 -0.8 10.5 
800 -7.6 1.7  200 -3.7 9.2 
n=15       
 





ンジン（Table 15）を、PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量法で分析し、これらのピークが
測定対象物質と重なるかどうかを検討した。 
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Table 15  List of prostaglandins used to investigate the specificity of the 
2D-LC/MS/MS method 
Prostaglandins which have same molecular composition as PGE2 and E2-M (C20H32O5) 
PGD2,  11β-PGE2,  15(R)-PGE2,  8-iso PGE2,  13,14-dihydro-15-keto PGE2,  
13,14-dihydro-15-keto PGD2,  15-keto PGF2α,  15-keto PGE1,  8-iso-15-keto PGF2α 
Prostaglandins which have same molecular composition as PGF2α and F2α-M (C20H34O5) 
PGE1,  PGF2β,  11β-PGF2α,  11β-PGE1,  15(R)-PGF2α,  8-iso PGF2α , 5-trans PGF2α  
8-iso-13,14-dihydro-15-keto PGF2α,  13,14-dihydro-15-keto PGE1,  15-keto PGF1  
 
Fig. 27 に示したように、用いた 19 種のプロスタグランジン類はいずれも測定対象物質であ
る PGE2、PGF2αおよび F2α-M のピークに重ならなかった。なお、参考までに一次元目あるい
は二次元目のみの分析条件で同様の検討を行ったところ、保持時間が測定対象物質と重なる化
合物が複数認められ、例えば、一次元目の分析条件では、PGE2は PGD2、PGF2αは PGE1、F2α-M
は 13, 14-dihydro-15-keto PGE1 などとピークが重なり、二次元目の分析条件では PGE2は 15-keto 
PGF2α、PGF2αは 15R-PGF2αなどとピークが重なった（データは示さず）。このように、一種類
の分析条件では特異性が十分得られない場合でも、二種類の異なる分析条件を組み合わせるこ
とで特異性が大きく向上することが示された。なお、E2-M の定量法でもこれら 19 種のプロス
タグランジン類を用いた特異性の検討を実施したが、E2-M のピークに重なるような化合物はな
かった（データは示さず）。 
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Fig. 27 Representative SRM chromatograms of standard mixtures of prostaglandins, 
listed in Table 15, assessing the selectivity of the 2D-LC/MS/MS system. 
(A)SRM transitions for PGE2, (B)PGF2α, (C)F2α-M.  




PGE2：0.500～50.0 pg/mL、PGF2α：2.50～250 pg/mL、E2-M：2.50～1000 pg/mL、F2α-M：2.50
～250 pg/mL に設定された。 
また、前処理操作における回収率の結果を Table 16 に示した。各測定対象物質について、リ








Table 16 Recovery of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α-M from phosphate buffer and human 
plasma 
  Matrix Spiked concentration Recovery 
   (pg/mL) (％) 
PGE2 
 1.00 80.7 
Phosphate buffer 5.00 78.8 
 40.0 77.6 
Human plasma 40.0 74.2 
PGF2α 
 5.00 77.0 
Phosphate buffer 25.0 76.6 
 200 72.1 
Human plasma 200 74.4 
E2-M 
 2.50 73.8 
Phosphate buffer 25.0 76.4 
 200 71.9 
Human plasma 200 65.6 
F2α-M 
 5.00 77.5 
Phosphate buffer 25.0 75.7 
 200 73.2 
Human plasma 200 80.2 
d4-PGE2 Phosphate buffer 5.00 71.0 
d4-PGF2α Phosphate buffer 5.00 71.0 
(n=3) 
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Table 17 Stability of each analyte under various storage conditions 
Matrix Condition 
Certified period 
PGE2, PGF2α , F2α-M E2α-M 
Plasma Room temperature 2 hours 1 hour 
 -20ºC 7 days 7 days 
 -80ºC 60 days 21 days 
 Freeze/thaw (-80ºC /r.t.) 3 cycles 3 cycles 
Whole blood 4ºC 2 hours 2 hours 
Processed sample 4ºC 168 hours 168 hours 
 
PGE2、PGF2αおよび F2α-M の混合標準液中ならびに IS 混合溶液中（溶媒はいずれもエタノ
ール／酢酸エチル混液（1：1））での各化合物の安定性を確認したところ、-80℃条件下では 62
日間、室温条件下では 24 時間まで安定であった。また、E2-M はエタノール／酢酸エチル混液
（1：1）を溶媒として用いた標準液中において-80℃条件下では 30 日間、室温条件下では 24
時間まで安定であった。 
 
5-3-5 ヒト血漿中の内因性 PGE2、PGF2αおよび F2α-M濃度測定 
バリデートされた 2D-LC/MS/MS による定量法を用い、PGE2、PGF2αおよび F2α-M について、
健康成人男女（計 6 個体）の血漿中の内因性濃度を測定し、その結果を Table 18 に示した。本
章では、定量感度を設定する上での条件を内因性濃度が定量可能であることとしていた。しか
し、個々の被験者で検討したところ、1 例（Male-2）において PGE2 濃度が LLOQ を下回ったが、
それ以外はいずれも内因性濃度が LLOQ を上回っていた。なお、ここで用いたヒト血漿を調製
する際には、採血直後に COX 阻害剤であるインドメタシンが血液中に添加されている。参考
までに、インドメタシンを加えずに採取したヒト血漿中 PGE2、PGF2αおよび F2α-M 濃度を測
定したところ、それぞれ 593 pg/mL、115 pg/mL および 9.42 pg/mL であり（男女 6 例の平均値）、
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Table 18 Individual endogenous plasma concentrations of PGE2, PGF2α, and F2α-M in 
normal volunteers 
Analyte Plasma concentration (pg/mL)  
 Male-1 Male-2 Male-3 Male-4 Female-1 Female-2 Mean SD 
PGE2 0.561 0.406a) 0.510 0.636 1.55 0.984 0.775  0.428  
PGF2α 3.78 5.60 2.88 4.78 11.4 5.78 5.70  3.00  
F2α -M 13.9 5.88 5.19 5.86 7.86 18.2 9.48  5.34  
a) Below the limit of quantification (0.500 pg/mL) 
 
第 4節 考察 
本章では、ジノプロストン ベータデクス錠（PGE2製剤）の臨床薬物動態試験に先立ち、PGE2
および PGE2 の投与により血漿中濃度が上昇する可能性のある PGF2α、E2-M および F2α-M の
2D-LC/MS/MS による高感度定量法を開発し、バリデーションを実施した。PGE2 定量の際の高













難であるが、本章では 19 種の主な内因性プロスタグランジンを 2D-LC/MS/MS で分析し、少な
くともこれらが測定対象物質のピークに重ならないことを示した。この結果、PGE2、PGF2α、
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E2-M の保持時間に認められたピークが、これらのみで形成されている可能性が高く、
2D-LC/MS/MS で得られた定量値は、実際の血漿中濃度を反映していると考えられた。本章で
は、6 個体のヒト血漿中の PGE2 濃度を定量したが、今回得られた血漿中 PGE2濃度および PGF2α
は過去の報告と比較して低値であった 54,55)。この理由としては、従来報告されている定量法は
特異性が低く、内因性夾雑物と PGE2 あるいは PGF2αの分離が十分なされていないため、これ
らの濃度を過大評価している可能性が最も大きいと考えられた。また、2D-LC/MS/MS を用い
た場合でも、COX 阻害剤であるインドメタシンを添加していない血漿では、インドメタシンを
添加した血漿よりも PGE2および PGF2α濃度が極めて高値を示したことから、COX 阻害剤を添
加しない場合は採血後にプロスタグランジンが血球から産生されると考えられた。そのため、
一部の報告例では COX 阻害剤の添加量が不十分であったり、あるいは全く添加しなかったた
めに PGE2および PGF2α濃度が高値を示した可能性も考えられた。 












が複雑であり、また、1 検体あたりの分析時間が 1D-LC/MS/MS と比較して長くなるなどの欠
点がある。したがって、プロスタグランジンを対象とするすべての定量に適している訳ではな
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第 6章 健康成人女性におけるジノプロストン ベータデクス錠の臨床薬物動態試験 
第 1節 序論 




かし、前章で開発された 2D-LC/MS/MS による定量法を用いることにより、ジノプロストン ベ










するアゴニスト作用を確認し、さらにラットを用いた in vivo での子宮収縮作用を検討した。 
 




年 3 月 27 日付厚生省令第 28 号「医薬品の臨床試験実施の基準（GCP）」等の関連規制法規を遵
守し、治験審査委員会で承認された後に実施された。 





よび PGF2αおよび F2α-M の血漿中濃度が通常の濃度に回復する時間を見極めることである。予
備試験における採血ポイントを以下に示した。 
注射針穿刺直後、挿入後 15、30、60、120 分後 
本格試験 
本格試験は 2 群 2 期のクロスオーバー法（第Ⅰ期と第Ⅱ期のいずれかの期間は投薬なし）を
用いて単回経口投与時の血漿中 PGE2 およびその代謝物の薬物動態について検討した。本格試
験は日本人の健康成人女性 12 例を対象に実施した。なお、可能な限り性周期を合わせるため
に、被験者は｢月経開始 14 日目より 5 日の間｣に来院し、製造販売後臨床試験責任医師は、被
験者が｢出血のない状態である｣ことを確認した上で第Ⅰ期試験を実施した。第Ⅱ期は第Ⅰ期終
了後の約 1 ヶ月後に行った。 
 Group 1 (6 例) Group 2 (6 例) 
第Ⅰ期 ● － 
第Ⅱ期 － ● 
●：試験薬投与あり －：試験薬投与なし 
被験者は、試験当日の朝食については絶食とし、試験薬投与時は試験薬（0.5 mg×1 錠）を
水 100 mL とともに単回経口投与した。本格試験における採血ポイントを以下に示した。 




ジにより 7 mL の血液を採取した。採血後、あらかじめ「インドメタシンおよび EDTA の混液」
を添加し氷冷してある検体採取用スピッツに速やかに移し、充分に混和して氷中へ戻した。速
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やかに 4℃に設定した遠心機を 1000g（3000rpm）で 10 分遠心し、血漿を得た。得られた血漿
はフリーザーボックス内でドライアイス上にて急速冷凍した。 
 
6-2-2  ヒト血漿中 PGE2、PGF2α、F2α-M、E2-Mの定量 
血漿中 PGE2、PGF2α、F2α-M ならびに E2-M の定量には第 5 章で開発した 2D-LC/MS/MS シ
ステムを用いた。各測定バッチにおける精度管理は、臨床検体と同時に分析を行った検量線お

















出は行わなかった。したがって、外因性濃度の算出は E2-M および F2α-M についてのみ行った。 
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6-2-5 薬物動態パラメータ 
 「試験薬投与期／補正あり」および「試験薬投与期／補正なし」の両方について薬物動態パ
ラメータを算出した。ただし、薬物動態パラメータを算出するのは E2-M および F2α-M とし、





今回の単回投与試験の結果を用い、通常の臨床用法用量（1 回 1 錠を 1 時間毎に 6 回経口投
与）における E2-M および F2α-M の血漿中濃度推移の予測を行った。血漿中濃度の予測には重
ね合わせ法を用いた。以下に予測方法を示す。 





6-2-7  各種プロスタグランジン受容体に対するアゴニスト作用 
各種プロスタグランジン受容体を発現させた Chinese hamster ovary（CHO）細胞〔ヒト型 EP1
受容体（hEP1-CHO）、ヒト型 EP2 受容体（hEP2-CHO）、ヒト型 EP3 受容体（hEP3-CHO）、ラ
ット型 EP3 受容体（rEP3-CHO）、ヒト型 EP4 受容体（hEP4-CHO）、マウス型 FP 受容体
（mFP-CHO）〕に対し 、F2α-M ならびに E2-M を処置し、これらのアゴニスト活性を測定した。
比較対象としては PGE2 および PGF2αを用いた。実験の詳細を以下に示した。 
 hEP1-CHO、hEP3-CHO、rEP3-CHO もしくは mFP-CHO 細胞については、培地*を除去した後、
各ウェルに load medium*を 100μL 加え、CO2 インキュベーター内で約 60 分間インキュベーシ
ョンした。インキュベーション終了後、load medium を除去し、assay buffer*にて 2 回洗浄した。
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その後、各ウェルに assay buffer 120μL を添加し、CO2インキュベーター内で 30 分静置し安定
化させた後、カルシウムシグナル実験に供した。実験では、プレートを蛍光分光光度計
（FDSS-3000，浜松ホトニクス）にセットし、細胞内カルシウム濃度の測定を開始した。細胞
内カルシウム濃度の測定は、細胞に 340 nm／380 nm の励起光を交互に照射し、500 nm の蛍光
強度を測定し、2 波長励起の蛍光強度比（Fluorescence ratio）を求めた。測定開始の 5 分後に各
プロスタグランジンを含む assay buffer（50000、5000、500、50、5、0.5 nmol/L）を 30μL 添加
し、3 分間測定を行った。各プロスタグランジンの濃度は各濃度の被験物質および対照物質に




た。上清を除去した後、assay medium A*を10 mL添加し、37℃にて5分間インキュベートした。
再度、200gで3分間室温で遠心分離した後、assay medium B*に再懸濁した。細胞懸濁液をassay 
medium Bにて希釈し、hEP2-CHOは7.0～8.0×104cells/mL、hEP4を1.0×104cells/mLに調製した。 
Assay medium B にて希釈した各プロスタグランジン（2000、200、20、2、0.2 nmol/L）を 25μL
ずつ 96 ウェル 1/2 エリアプレート（Costar）に分注した。細胞懸濁液を 25μL ずつ分注して反
応を開始し、30 分間室温にてインキュベーションした。以後、hEP2 は cAMP HTRF HiRange
キットを、hEP4 は cAMP HTRF dynamic 2 キットを用いて cAMP 濃度を測定した。いずれもキ
ット説明書の Two step protocol に従い、Lysis buffer にて希釈した cAMP-D2 および Cryptase を
25μL ずつ添加した。1 時間後に Analyst GT（Molecular Device）を用いて 340 nm にて励起した
時の 620 nm および 660 nm における時間分解蛍光を測定し、その比（TRF ratio）を求めた。各
濃度の被験物質および対照物質について 4 例ずつ検討した。 
 各プロスタグランジンのアゴニスト活性は、これらの処置によって誘発される細胞内カルシ
ウム上昇（delta ratio）もしくは cAMP 濃度（nmol/L）から算出される EC50 値を評価項目とした。
Blank 群（媒体）の細胞内カルシウム上昇もしくは cAMP 濃度を 0%、EP 受容体は PGE2の、
  79 
FP 受容体は PGF2αの最高濃度における細胞内カルシウム上昇もしくは cAMP 濃度を 100%とし
て、各濃度の被験物質もしくは対照物質における細胞内カルシウム上昇もしくは cAMP 濃度か
ら反応率（％）を算出した。被験物質あるいは対照物質の対数濃度および各濃度における反応




・非働 化（56℃ 30min）した 10%(v/v) FBS，penicillin‐streptomycin‐glutamine（GIBCO-BRL）
を含むαMEM(α-modification of Eagle’s medium，Sigma) 
カルシウムシグナル実験用緩衝液：  
・Load medium：5μmol/L fura 2-AM（DOJINDO）、2.5 mmol/L probenecid（Sigma）、20μmol/L 
indomethacin（Sigma）および 10 mmol/L HEPES（日水製薬）を含む培地 
・Assay buffer：0.1％(w/v) BSA（Sigma）、2μmol/L indomethacin、2.5 mmol/L probenecid お
よび 10 mmol/L HEPES-NaOH（pH7.4、GIBCO BRL）を含有した Hank’s balanced salt solution
（日水製薬） 
cAMP シグナル実験用緩衝液：  
・EDTA-PBS：2mM EDTAを含むPBS（－） 
・Assay medium A：0.1％ (w/v) BSAおよび2μmol/L diclofenac（Sigma）を含むMEM
（GIBCO-BRL） 
・Assay medium B：1 mmol/L IBMX（3-iso-butyl-1-methylxanthin，Sigma），0.1％(w/v) BSA お
よび2μmol/L diclofenac（Sigma）を含むMEM（GIBCO-BRL） 
 
6-2-8  ラットにおける子宮収縮作用 
妊娠ラットは、妊娠 SD(SD)IGS ラット（日本チャールス・リバー）を使用した。プラグ確認
の日を 0 日目として、妊娠 19 日目に使用した。体重測定後、麻酔下（ウレタン 1.5 g/kg, s.c.）
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にて仰臥位で固定し、下腹部正中切開（約 3～4cm）後、羊膜を傷つけないように第 1 子の背中
側に Z 縫合を行った。子宮に小切開を加え、バルーンカテーテルを胎児の背中に沿わせて羊膜
外に挿入し、縫合糸を結紮した後、術部を縫合した。バルーンに約 10 mmHg の負荷圧をかけ




ダ（WR3701、WR3701、グラフテック）で記録した。なお、投与液は E2-M については 30、100
および 300μg/kg、PGE2は 30μg/kg の投与量となるように調製し（媒体：生理食塩液）、0.5 mL/kg
の容量で頸静脈より急速単回投与した。 
 









  81 
 









































































































Fig. 28 Plasma concentration-time profiles of PGE2, PGF2α, and F2α-M after setting of an 
indwelling needle into the brachial veins of healthy female subjects. 






  82 





























































































































Fig. 29 Mean plasma concentration-time profiles of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α -M after 
single administration of 500 µg of PGE2 or without administration to healthy 
female subjects. 
 Each value represents the mean ± SD of 12 subjects except for E2-M, n=7 for dosing period and 














Table 19 Pharmacokinetic parameters of E2-M and F2α-M following single oral 
administration of 500 µg of PGE2 to healthy female subjects 








E2-M 7 1620 ± 900 20 (20, 75) 1440 ± 540 
F2α-M 12 129 ± 45 30 (15, 90) 181 ± 57 









Table 20 Pharmacokinetic parameters of E2-M and F2α-M following single oral 
administration of 500 µg of PGE2 to healthy female subjects 










E2-M 7 1610 ± 910 20 (20, 75) 1420 ± 540 29 ± 14 
F2α-M 12 111 ± 48 30 (15, 90) 125 ± 63 33 ± 12 
Each value represents the mean ± SD except for tmax (median and range) 
 
次に、本章で得られたジノプロストン ベータデクス錠の単回投与後の血漿中 E2-M および
F2-M 濃度推移より、本剤の臨床での用法用量である 1 回 1 錠を 1 時間毎に 6 回経口投与した時
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Fig. 30 Simulated plasma concentration-time profiles of E2-M and F2α-M after 6 times 
every 1 hour repeated oral administration of PGE2 at a dose of 500 µg. 
Simulation was performed with superposition method using the mean plasma concentrations 






て PGE2 および PGF2αについてもアゴニスト作用を評価した（Table 21）。 
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Table 21  Agonist activity of E2-M，F2α-M，PGE2 and PGF2α at various PG-receptor 
subtypes  
 EC50 (nmol/L) 
 hEP1 hEP2 hEP3 hEP4 rEP3 mFP 
E2-M 920 3300 54 >10000 7500 >10000 
F2α-M >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 5000        
PGE2 1.2 4.4 0.69 5.1 7.9 600 
PGF2α 18 5700 99 >10000 2100 4.5 
CHO cells expressing human EP1 receptor (hEP1), human EP2 receptor (hEP2), human EP3 receptor 
(hEP3), human EP4 receptor (hEP4), rat EP3 receptor (rEP3) or mouse FP receptor (mFP) were treated 
with E2-M, F2α-M or receptor agonists (EP receptors, PGE2; FP receptor, PGF2α)．Agonist activity was 
evaluated based on change in intracellular calcium（EP1，EP3 and FP）or cAMP（EP2 and EP4）
concentration. Each data represent the mean of 4 for treatment group. 
 
E2-M は hEP1、hEP2 および hEP3 に対してアゴニスト活性を示したが、その中でも hEP3 に
対して最も強い活性を示した。このときの E2-M の EC50 値は 54 nmol/L であり、EC50 値が 0.69 
nmol/Lであった PGE2と比較して約 1/80程度の活性を有することが明らかになった。なお、E2-M
の EP3 受容体へのアゴニスト活性には種差があり、ヒト型受容体である hEP3 に対するアゴニ
スト活性に比べ、ラット型受容体である rEP3 に対する活性は約 1/140 であった。 
F2α-M は各種 EP 受容体へのアゴニスト活性を示さなかった。mFP に対してはアゴニスト活
性を有していたが、PGF2αと比較して 1/1000 以下の弱い活性であった。 
 
6-3-4  ラットにおける子宮収縮作用 
妊娠ラットに E2-M を静脈内投与したときの子宮収縮作用を検討した。E2-M を 30μg/kg の用
量で単回静脈内投与したときの子宮内圧の曲線下面積（AUC）は vehicle 群とほぼ同値であっ
たが、100 および 300μg/kg にて用量に応じた面積値の増加が認められた。E2-M 300μg/kg 投与
群における面積値は PGE2 30μg/kg 投与群とほぼ同値であり（Fig. 31）、妊娠ラットにおける
E2-M の子宮収縮の効力は PGE2の 1/10 と考えられた。 























Fig. 31 Effects of PGE2 or of E2-M administered intravenously on spontaneous uterine 
contractions in anesthetized pregnant rats.  
Uterine motility in anesthetized pregnant rats was examined by means of the extraamniotic 
balloon catheter method, applying a moderate pressure load (aproximary 10 mm Hg)．The area 
(cm2) of uterine contractile curve recorded on the polygraph (2 min; 1 cm, 10 mm Hg; 3 cm) 
was calculated. ⊿area was calculated by subtracting the 10-min area of uterine contractile 
curve before intravenous administration of prostaglandinss from that after administration. 
Each column represents the mean ± S.E. of 5 animals. 
 
第 4節 考察 
本試験では健康成人女性にジノプロストン ベータデクス錠を、臨床での 1 回用量にあたる 1
錠（PGE2として 500μg）を健康成人女性に経口投与した時の PGE2 およびその代謝物の薬物動
態を明らかにした。 
本臨床試験の結果、未変化体である PGE2 の血漿中濃度の上昇は認められなかった。また、





一方で、これらの代謝物である E2-M および F2α-M は投与前と比較して顕著に上昇し、特に
E2-M の Cmaxは投与前の約 300 倍に上昇した。これは内因性 PGE2濃度の約 1400 倍に相当する
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濃度である。PGE2は 15 位の水酸基がケト基に代謝されることで不活化されると考えられてお
り 60,61)、そのため E2-M が本剤の薬効に寄与しているとはこれまで考えられていなかった。し
かし、本剤投与後の E2-M の Cmaxは、内因性 PGE2濃度よりもはるかに高値であり、E2-M に PGE2
様の活性がわずかでもあれば薬効に寄与する可能性が考えられた。そこで、E2-M の各種プロス
タグランジン受容体に対するアゴニスト活性を確認したところ、 E2-M は子宮収縮に関与する
hEP3 受容体に対するアゴニスト活性を有することが明らかになった 62)。その作用は PGE2の約
1/80 であったが、E2-M の Cmaxが内因性 PGE2濃度の約 1400 倍ということを考慮すると、単純
計算では血漿中の PGE2 濃度が約 15 倍に上昇したのと同等の作用があると考えられた。 
次に、妊娠ラットを用い E2-M の子宮収縮作用を検討したところ、E2-M は PGE2 の約 1/10 の
子宮収縮作用を有することが明らかとなり、in vivo 評価系においても E2-M の薬効が示された。
なお、E2-M の rEP3 へのアゴニスト作用は PGE2の約 1/1000 であったにも関わらず、妊娠ラッ
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第 7章 総括 
本研究では、逆相系カラムを 2 本組み合わせた 2D-LC/MS/MS システムによるプロスタグラ
ンジンおよび PGE1誘導体であるリマプロストの高感度定量法を開発し、これらの臨床薬物動
態試験に応用した。 
PGE1 誘導体であるリマプロストの定量法では、LLOQ が 0.100 pg/mL という極めて低濃度で
あるにも関わらず、バリデーションでは良好な真度、精度を示し、臨床薬物動態試験に十分利
用することが可能な定量法であることが示された。この定量法を用いて臨床用量におけるリマ
プロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験を実施し、従来では不可能であった 5 および
10μg という極めて低い用量でのリマプロストの薬物動態を明らかにすることができた。これ
により、Cmax、AUC、tmax および t1/2 などの基本的な薬物動態パラメータを得ることができ、5




えることが可能になった。なお、BE 試験においては 2000 本以上の検体の定量を行ったが、明
確な感度低下や保持時間の変動は認められず、本研究で開発した 2D-LC/MS/MS による定量法
は耐久性にも優れていることが示唆された。 
次に、リマプロストの定量法で開発した 2D-LC/MS/MS を応用し、ヒト血漿中 PGE2、PGF2α、






E2-M および F2α-M の濃度が上昇していることが示された。特に、E2-M 濃度は投与前の約 300
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